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ABREVIATURAS

SAA- Sindroma de abstinéncia alcodlica

DT — Delirium tremens

PUA — Perturbac&o de Uso de Alcool

CAA — Convulsdes por abstinéncia alcodlica

SLC6A4 -Transportador de serotonina

SLC6AS3 -Transportador de dopamina

DRD?2 - Receptor de dopamina tipo 2

DRD3 -Receptor de dopamina tipo 3

CCK —Colecistoquinina

CCKAR — Receptor de colecistoquinina

CHRM2 - receptor muscarinico colinérgico tipo 2

CNR1 - Receptor canabindide tipo |

NPY — Neuropéptido Y

GABRAZ2 - subunidade alfa-2 do receptor do &cido gama-aminobutirico
GRIN1 — Receptor de glutamato ionotropico N-metil-D-aspartato 1

GRM7 — Receptor de glutamato metabotropico tipo 7



RESUMO

Introducdo: O delirium tremens (DT) é a complicacdo mais grave da sindroma de
abstinéncia alcoolica (SAA). A prevaléncia de DT é de 1 a 4% nos individuos
hospitalizados devido a esta sindroma, estando a sua ocorréncia associada a uma
mortalidade que oscila entre 0s 5% e 0s 15% mesmo sob tratamento apropriado A
fisiopatologia do DT é complexa, envolvendo interagcBes entre fatores genéticos e
ambientais em individuos suscetiveis. A identificacdo de genes potencialmente
associados ao DT tem uma relevancia clinica considervel pois permitiria determinar com

maior precisao o progndstico e o risco de DT.

Obijetivo: Proceder a uma revisao sistematica dos estudos que investigaram a associacao

entre polimorfismos genéticos e a ocorréncia de DT.

Métodos: Os estudos relevantes publicados nos ultimos 12 anos foram obtidos na base de
dados Medline/Pubmed. Foram incluidos estudos de associacdo caso-controlo e

determinados os Odds Ratios e intervalos de confianca.

Resultados: O conjunto de trabalhos implicou o estudo de um total de 31 polimorfismos,
tendo sido analisados um total de 19 genes em matéria de associacdo ou nao associacao
com DT. Destes, 6 genes mostraram associacao significativa com o desenvolvimento de
DT, nomeadamente o gene DBH (dopamina beta-hidroxilase) (OR=2.8, 95%; IC: 0.97—
8.1; p=0.056), o gene CHRM2 (receptor muscarinico colinérgico tipo 2) (valor Chi-
square=13.8; p=0.0001), o gene GABRAZ2 (subunidade alfa-2 do receptor do acido gama-
aminobutirico) (OR = 1.55), e uma interaccdo entre os genes DRD2 (receptor de
dopamina tipo 2) e SIC6A4 (transportador de serotonina) (OR = 0.14, 95%; IC: 0.04—

0.52, p=0,003). Nenhum gene candidato mostrou uma associa¢do positiva que fosse



reproduzida num estudo diferente dentro desta amostra. Os restantes polimorfismos

investigados ndo mostraram associacao significativa com o desenvolvimento de DT.

Conclusdo: Esta revisao identificou uma variedade de polimorfismos genéticos com
associacdo com o DT, cujos resultados necessitam de ser reproduzidos em amostras de
maiores dimensdes por forma a serem validados. Neurossistemas como o da transmissao
colinérgica e interacgcdes gene-gene entre a transmissao serotoninérgica e dopaminérgica

sdo alvos promissores de investigacao futura.

PALAVRAS-CHAVE: abstinéncia alcoolica, delirium tremens, polimorfismos,
fisiopatologia



ABSTRACT

Background: Delirium tremens (DT) is considered to be the most severe complication
regarding alcohol withdrawal syndrome (AWS) and it is thought to occur in 1-4% of the
alcoholic patients hospitalized with this syndrome. Its ocurrence ranges from 5% to 15%
despite appropriate treatment. The genetic aspects with regard to this pathology are rather
complex, involving interactions between genetic and environmental factors in susceptible
individuals. Identifying genes potentially associated with DT would have significant
clinical relevance as it would allow to determine with greater precision the prognosis and

risk of DT.

Aim: To perform a systematic review of the studies that addressed the association

between genetic polymorphisms and DT.

Methods: The relevant published studies in the last 12 years have been retrieved from
Medline/Pubmed database. We included case-control association studies and determined

odds ratio and confidence intervals.

Results: The gathered articles had studied a total of 31 genetic polymorphisms in 19 genes
regarding the association with DT. 6 genes have shown significant association, namely
the DBH gene (dopamine beta-hydroxylase), CHRM2 gene (cholinergic muscarinic
receptor type 2), GABRA 2 gene (Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-2)
and one interaction between the DRD2 gene (dopamine receptor type 2) and SLC6A4
(serotonin trasporter). None of the candidate genes associations have been reproduced in
another study inside this pool of articles. The remaining polymorphisms have shown no

significant association with DT.



Conclusion: This review has identified a variety of genetic polymorphisms with
significant association with DT, though there is still a need for replication of the results
in larger samples. Neurossystems such as that of the cholinergic transmission and gene-
gene interactions between serotoninergic and dopaminergic transmission are promising

targets for future research.

KEYWORDS: alcohol withdrawal, delirium tremens, polymorphism, pathophysiology



INTRODUCAO

A sindroma de abstinéncia alcodlica (SAA) é uma perturbacdo psiquiatrica bem
reconhecida que ocorre apds cessacdo abrupta, intencional ou ndo, do consumo
prolongado e exagerado de alcool, e estima-se que ocorra em cerca de 8% dos doentes
com Perturbacio de Uso de Alcool (PUA)Y. A SAA é caracterizada por um conjunto de
sinais e sintomas que normalmente surgem cerca de 1 a 3 dias apds o Ultimo consumo de
alcool? e consiste num processo complexo e dindmico, cujo espectro de manifestacdes

pode ser dividido em termos de intensidade em abstinéncia ligeira, moderada ou grave.

Em estadios iniciais, 0s sintomas resumem-se a aspectos autonémicos, tremores,
agitacdo psicomotora, insonias e cefaleias. Na abstinéncia ligeira, os doentes mantém-se
orientados e plenamente conscientes, iniciando sintomas por volta das 6h apds cessacao
ou reducdo do consumo, que podem durar entre 4h a 48h. As alucinagdes visuais, tacteis
ou auditivas e ilusdes enquanto conscientes sao sintomas de abstinéncia moderada, que
podem durar até 6 dias.> * A ocorréncia de convulsdes agudas pode dar-se 6h a 48h apos
a Gltima bebida.* O delirium da abstinéncia alcodlica, ou delirium tremens (DT) é
considerado a principal complicacdo da SAA e consiste numa perturbacdo da atengéo e
da funcdo cognitiva de inicio rapido e flutuante, por vezes com alucinagdes, no contexto
de abstinéncia alcoolica grave.® Nas suas manifestacdes mais graves, o DT ¢
acompanhado por agitacdo e sinais de extrema hiperactividade autonémica, incluindo
febre, taquicardia marcada, hipertensdo e suores profusos.® Pode surgir a partir das 48
horas ap0s cessacao abrupta do consumo de alcool em individuos com PUA e geralmente
persiste durante 3-5 dias®, no entanto pode prolongar-se até 2 semanas.? Estima-se que
ocorra em 1 a 4% dos individuos hospitalizados por abstinéncia alcodlica ’ e tem uma
mortalidade que oscila entre 0s 5% e 0s 15% mesmo sob tratamento apropriado. 2 A
identificacdo de sinais precoces de abstinéncia alcodlica &, pois, de importancia crucial,
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dado o seu caracter potencialmente fatal nestas situaces. As causas de morte mais
comuns associadas ao DT compreendem a faléncia respiratoria e arritmias cardiacas. 2 O
consumo diario excessivo de grandes quantidades de alcool, a presenca de doenca aguda
concomitante, histdria prévia de DT ou CAA, idade avancada e fungdo hepética alterada

constituem factores de risco para a ocorréncia de DT. 8

Sob o ponto de vista fisiopatoldgico, a dependéncia de alcool reflete um estado de alostase
sustentado pela desregulacdo progressiva de sistemas neurofisiolégicos para além dos
seus normais limites homeostaticos °. O alcool atua como depressor do sistema nervoso
central, simultaneamente aumentando o tonus inibitorio e inibindo o tonus excitatorio
através da modulacdo da atividade do acido gama-aminobutirico e de aminoacidos
excitatorios, respetivamente. O seu consumo cronico leva ao desenvolvimento de
tolerancia e dependéncia através de mecanismos compensatorios de sub-regulacdo dos
recetores GABA e expressdo aumentada de recetores NMDA, com producdo de uma
maior quantidade de glutamato de forma a manter a homeostasia da neurotransmissdo do
SNC 0. A cessacdo abrupta do consumo de alcool testa este ténue equilibrio adaptativo e
gera um estado de hiperexcitabilidade do SNC mediada pelo glutamato, com
hiperatividade autondmica e complicacdes neuropsiquiatricas como o DT e as convulsdes
da abstinéncia alcodlica (CAA) 1. Por outro lado, o consumo crdnico de alcool leva
também a desregulacdo do sistema dopaminérgico, sendo a sua transmissao aumentada
durante a abstinéncia e consequentemente contribuindo para os efeitos alucinogénios.*?
A disfuncdo dopaminérgica foi também relacionada com os sintomas depressivos da
abstinéncia e foi comprovada uma diminuicdo de receptores dopamina D2 nos doentes
com PUA 213 Outros sistemas neuroquimicos tém vindo a ser implicados na patogénese
da SAA: o alcool estimula a libertagdo de opidides endogenos que vai sofrendo alteragdes

a medida que a tolerancia se instala, e parece afectar a actividade de outros canais i6nicos,
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incluindo a transmissao serotoninérgica, que parece ter um papel facilitador das vias

dopaminérgicas no contexto de dependéncia e abstinéncia alcodlica.’*

Sdo diversos os exemplos na literatura dos varios polimorfismos genéticos que se
mostraram associados com a PUA. Com efeito, estima-se que certa de 40-60% da
predisposicio para o alcoolismo tenha uma contribuicdo genética *°. No entanto, a base
genética para o desenvolvimento de DT é na maior parte das vezes estudada na sub-
analise de fenotipos de dependéncia alcoodlica, e raramente abordada como outcome
primario. Por um lado, a sua ocorréncia €é rara, por outro lado, os aspectos genéticos que
se prendem com esta patologia sdo complexos, envolvendo interaccdes entre factores
genéticos e ambientais em individuos susceptiveis, e caracterizados por uma contribuicéo
minima de cada possivel factor de risco genético no risco relativo de desenvolvimento da
patologia 6. A somar-se a isto, as convulsdes da abstinéncia alcodlica (CAA) e o DT s&o
também frequentemente analisados em conjunto nos diversos estudos, uma vez que se
espera que tenham alguns preditores comuns, como sendo a duracdo de consumo de
alcool ao longo da vida, padrBes de consumo mais pesado e gravidade da sintomatologia
de abstinéncia °, o que torna mais dificil tirar conclusdes no que toca especificamente ao

DT.

Numa perspectiva de “gene candidato”, diversos polimorfismos em diversos genes
promissores tém vindo a ser estudados ao longo dos anos na procura duma associacao
com a ocorréncia de DT. Apesar da importancia que os estudos de associacdo do genoma
(GWAS) detém na actualidade, esta perspectiva de gene candidato continua a ser
relevante e articula-se sinergisticamente com os GWAS, podendo providenciar, no caso
particular do DT, uma oportunidade de explorar aspectos desconhecidos da sua

fisiopatologia intricada.
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Um artigo de Munster, Van et al., 2007 fez uma revisdo dos polimorfismos em genes cuja
associacdo com DT foi aferida, tendo sido reportados genes candidatos envolvidos na
transmissao dopaminérgica (receptor dopaminérgico D2, gene COMT, transportador de
dopamina SLC6A3), transmissdo glutamatérgica (receptor ionotrépico de glutamato do
tipo cainato 3, gene do receptor de glutamato NMDA), bem como um gene neuropeptideo
(gene da colecistoquinina) e um gene para um receptor canabindide (CNR1). Desde entdo

diversos outros polimorfismos foram estudados em matéria de associagdo com DT.

O presente trabalho tem como objectivo proceder a uma revisao sistematica dos
estudos que investigaram a associacgdes entre polimorfismos genéticos e a ocorréncia de
DT. A identificacdo de genes potencialmente associados ao DT tem uma relevancia
clinica consideravel pois permitiria determinar com maior precisdo o prognostico e o risco

de ocorréncia de DT.
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METODOS

Método de pesquisa

A pesquisa para a presente revisdo sistematica da literatura foi conduzida na base de dados
MEDLINE/Pubmed, tendo como estratégia a seguinte combinacdo de termos-chave:
“alcohol withdrawal delirium” AND (“polymorfism” OR “genetic*” OR “candidate
gene*”’). Em relacdo aos filtros utilizados, foram procurados artigos cientificos relevantes
desde fevereiro de 2006 a fevereiro de 2018, abrangendo as seguintes linguas: inglés,
francés, espanhol, italiano e portugués. Adicionalmente, foram analisadas as referéncias
bibliogréaficas dos artigos encontrados nesta pesquisa, no sentido de identificar artigos

n&o identificados no processo anterior.

Critérios de inclusdo e excluséo

Foram incluidos estudos caso-controlo que analisaram a associacdo entre um
polimorfismo genético previamente conhecido e o desenvolvimento de delirium tremens
na auséncia de outros sindromes de abstinéncia alcodlica.

Revisdes narrativas e sistematicas, meta-analises, estudos de caso e estudos sem relagdo
com o DT foram excluidos desta anélise.

Né&o foram excluidos desta revisdo estudos com base no local da sua realizacéo, na idade
dos doentes, no nimero de individuos no estudo ou na duracédo da dependéncia alcodlica

dos doentes aquando do estudo.
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Seleccéo dos estudos

Os titulos e abstracts foram avaliados em matéria de relevancia e de desenho de estudo,
de acordo com os critérios de selecdo explicitados. A versdo completa dos artigos foi
obtida quando, a partir desta avaliacao inicial, estes satisfaziam os critérios de inclusao
ou sempre que permaneciam duvidas quanto a sua elegibilidade. Posteriormente, 0s
artigos completos foram recolhidos e lidos na integra com especial foco nos materiais e

métodos por forma a identificar aqueles que contemplavam os critérios elegiveis.

Extracéo de dados

De cada artigo selecionado foram extraidas as seguintes informacdes, quando e se
fornecidas: nome do autor e ano, local de realizacdo do estudo, o nimero de individuos
envolvidos no estudo (casos e controlos), etnia/origem ancestral da populagéo, sexo dos
participantes, intervalo de idades ou idade média, n° absoluto de individuos com delirium
tremens, percentagem de individuos com delirium tremens nos doentes com Perturbagdo
de Uso de Alcool, constituicdo do grupo controlo, critérios de inclusio ou exclusio de
cada estudo, fatores equiparaveis entre grupo dos doentes e de controlos saudaveis, teste
estatistico utilizado, estado do equilibrio Hardy-Weinberg, critérios de diagnostico do
delirium tremens, outras possiveis associacdes encontradas nos estudos, nomeadamente
diferencas ao nivel de grupos etarios, idade de inicio do distarbio de consumo de alcool,
duracdo do disturbio, histéria familiar, subtipos de alcoolismo (classificacdo de
Cloninger), tipos de sintomas, bem como as principais evidéncias e conclusdes dos

estudos nao relacionadas com o DT.
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Inclusdo

Artigos identificados através da

pesquisa na base de dados da
Pubmed
(n=31)

A 4

Artigos verificados com
base no titulo e abstract
(n=31)

A 4

Artigos lidos na integra
por forma a aferir
elegibilidade
(n=13)

Artigos excluidos com base
no titulo e abstract (n=18):

- Revis@es narrativas (n=7),
revisdes sistematicas e/ou
meta-analises(n=>5),

-Estudo de caso (n=2)

- Estudo em modelos animais
(n=1)

- Estudos que ndo descreviam
um polimorfismo em relagéo
com o DT (n=3)

A 4

Estudos incluidos na
sintese qualitativa (n = 7)

A 4

Artigos excluidos ap6s leitura
na integra (n=6):

- Estudo néo analisava
relacdo do(s) polimorfismo(s)
em estudo com DT (n=5)

- Polimorfismos estudados
ndo tinham relacdo com
fisiopatologia do DT (1)

Figura 1 - Fluxograma do processo de sele¢do dos trabalhos incluidos. Adaptado de Moher D, Liberati A,
Tetzlaff J, Altman DG, The PRISMA Group (2009). Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-analyses: The PRISMA Statement. PLoS Med 6(6): €1000097.
doi:10.1371/journal.pmed1000097.

16



RESULTADOS

O processo de seleccdo dos artigos contemplados nesta revisdo encontra-se
sistematizado sob a forma de fluxograma na Figura 1. A amostra potencial era constituida
por 31 artigos. A leitura dos titulos e andlise dos abstracts permitiu uma avaliacdo da
relevancia dos mesmos face ao presente estudo, tendo sido selecionados 13 estudos numa
analise preliminar. Os artigos excluidos nesta fase eram artigos de revisao, meta-analises
e artigos de opinido, estudos de caso e estudos exclusivamente laboratoriais (em modelos
animais), ou ndo descreviam um polimorfismo em relacdo com o DT. A analise do texto
integral dos artigos potencialmente elegiveis levou a selecdo de 7 estudos, 0s quais
analisaram o DT isoladamente em relacdo a sindrome de abstinéncia alcoolica. Durante
este processo foram excluidos 6 estudos, um por ndo estudar genes candidatos com
relacdo com a fisiopatologia do DT e 5 estudos por ndo descreverem uma associa¢do do(s)

polimorfismo(s) em estudo com o DT em particular.

As caracteristicas dos 7 artigos selecionados sdo compiladas na Tabela 1. O conjunto
de trabalhos implicou o estudo de um total de 31 polimorfismos. Todos os estudos
referidos tinham um desenho de tipo caso-controlo. Destes, 1 estudo * definiu como
grupo controlo individuos sem PUA saudaveis, 1 estudo ® definiu controlos com PUA
sem DT, 3 estudos!® 2% 2! definiram ambos os grupos anteriores (sendo que o Gltimo
ressalva que selecionou individuos sem PUA mas com exposicio ao alcool), 1 estudo ??
definiu como controlos individuos com PUA sem histéria de SAA e um segundo grupo
de individuos com PUA com historia de SAA mas sem DT/convuls@es, e finalmente 1
estudo 2 definiu como controlos apenas individuos com PUA com histéria de SAA sem

DT/convulsdes. A populacdo dos estudos era maioritariamente mista, & excecdo de
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Ivashchenko et al. e Malhotra et al., que apenas incluiram homens. A parte 2 estudos, 0s
individuos estudados eram Caucasianos.

A frequéncia de DT nos individuos alcodlicos variou entre 6,7% e 36,3%, com uma
contagem absoluta de individuos com DT entre 33 e 235 (média de 84,57).
Em 3 estudos foi aplicada uma correccao para testes multiplos pelo método de Bonferroni.
A maioria dos estudos foi executada utilizando a metodologia Polymerase Chain
Reaction—Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP), no entanto outros
métodos de genotipagem foram também utilizados, como sendo ensaios TagMan, PCR

multiplex e SNPstream.

Como é possivel verificar na Tabela 1, 19 genes foram investigados em matéria de
associacdo ou ndo associacdo com DT, tendo sido testado um total de 31 polimorfismos
genéticos. Destes, 6 genes mostraram associacdo significativa com o desenvolvimento de
DT, nomeadamente o gene DBH (dopamina beta-hidroxilase), o gene CHRM2 (receptor
muscarinico colinérgico tipo 2), o gene ADH4 (alcool desidrogenase tipo 4) — associacao
nominalmente significante -, o0 gene GABRAZ2 (subunidade alfa-2 do receptor do acido
gama-aminobutirico), e uma interaccao entre os genes DRD2 (receptor de dopamina tipo
2) e S1C6A4 (transportador de serotonina). Nenhum gene candidato mostrou uma
associacdo positiva que fosse reproduzida num estudo diferente dentro desta amostra de
trabalhos. Os restantes polimorfismos investigados ndo mostraram associacdo

significativa com o desenvolvimento de DT.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos estudos incluidos

Autor, Gene Populacdo | Diagn | Caracteristicas da amostra Método | Teste Associacdo com DT
ano, local | (polimorfismo ostico de estatistico
do estudo |) de DT Casos Controlos genotipa
gem
Grzywacz | DRD2 (-141 C | Caucasian | ICD- | 33 213 alcoolicos | PCR- Teste y2 | Sem associacdo com DT
etal., I/D; exdo 8 0S 10 alcodlicos | (14M, 199H) | RFLP de
201218, AlG)) polacos, com Idades: 33+ 9 Pearson e
Poldnia ANKK1 H/M historia de | anos teste
(TaqlA) DT exacto de

% DT: Fischer

15,5% Alfa:0,05
Ivanshenk | SLC6A3/DAT | Caucasian | ICD- | 92 267 alcodlicos | Nédo Anélise O gendtipo —1021 C/T*CC
o etal, (40 bp VNTR, | 0s russos, | 10 alcoolicos | (H) (43.2+ referido | de foi associado com risco
201522, C>T3'UTR) |H (H) com 10.3 anos); variancia, | aumentado de SAA com DT
Rassia DBH (-1021 histériade | 136 alcoolicos teste de e convulsbes (OR=2.8, 95%

CIT) DT; 23 com SAA sem x2 e Cl: 0.97-8.1; P=0.056).

comDTe | DT/convulsbes regressao

convulsdes logistica

idade

média: 43,2

+ 10.3 anos

% DT:

34,5%
Karpyak | SLC6A4 American | DSM- | 112 92 individuos | SNPstre | Teste Interacgé@o gene-gene: Menor
et al. (repeticdo L 0S com v alcoolicos | com am exacto de | probabilidade de DT em
20102, versus S) ancestrali (30 M) com | dependéncia Fisher e alcoolicos com pelo menos
EUA dade historia de | alcoolica (30 Cochran— | um alelo DRD2 rs6276 G e 0
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SLC6A3 europeia, convulsdes | M) com Armitage | genotipo SLC6A4 LL (odds
(repeticéo 9 H/M e/ou DT historia de trend test; | ratio = 0.14, 95%; intervalo
versus 10; N° de SAA sem interaccde | de confianca: 0.04-0.52,
3’UTR alcodlicos | convulsGes S gene- p=0,003).
2319G/A) com DT:74 | e/lou DT gene —
DRD2 (ex&o 8 % DT: N° de regresséo
+ 246%/G) 36,3% alcoolicos sem logistica
DRD3 DT: 130 com
(Ser9Gly) multivaria
CCK (-45 ou - veis
38C/T) Equilibrio
CCKAR (tipo Hardy—
A -85C/G) Weinberg
NPY testado
(Ser68Ser)
CNR1
(Thr453Thr)
GRIN1
(Pro263Pro)
GRM7
(Phe433Tyr)
Malhotra | COMT Ancestrali | SSAG | 60 210 alcodlicos | rt-PCR | Pearson’s | SNP (alelo T) do gene
et al, (Vall58Met) | dade All alcodlicos | (H, 41.5+8.5 Chi- CHRM2 mostrou associacao
20182, GABRAL Norte- com anos); 200 square significativa com
india (A/G) Indiana, historia de | individuos test desenvolvimento de DT
GABRA2 H DT com exposicao (P<0,05) | (valor Chi-square=13.8;
(A/G) (41+8.8 ao alcool (H, Hardy- p=0.0001)
rs279871 anos) 39.2+4.73 ano) Weinberg
SCL6A4 testado
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(5'HTTLPR % DT:
AlG) 28,6%
CHRM2
(GIT)
Nedicet | BDNF Caucasian | Nao 45 914 controlos | Tagman | Regresséo | Sem associagdo com DT
al., 2013 | (Val66Met) 0S referid | (3M, 42H) | saudaveis -PCR | logistica
Croéacia croatas, 0 alcoolicos | (655H,
H/M com 47.5+£19.1
historia de | anos; 259M,
DT; 69.5+16.4)
675
alcodlicos
% DT:6,7%
Preusset | ADH4 SNP6 | Caucasian | DSM- | 235 1622 TagMan | Teste O haplétipo A-A mostrou
al, 2011'°, | (prom-136bp | 0s vV alcoolicos | alcodlicos PCR Armitage | associacdo nominalmente
Alemanha | C/A) alemées e com (1273H/349M, de significativa com menor risco
E SNP2 polacos, histériade | 43.25+9.9 tendéncia | de DT (inicialmente p=0.008,
(Gly388Arg H/M DT anos)/1469 p=0.104 apobs correccao de
AlG) % controlos Bonferroni)
DT:14,5% | saudaveis
Soykaet | GABRA2 Caucasian | DSM | 53 291 alcodlicos | Multiple | Anéalise Um dos haplotipos (T-C-A-
al. 20082°, | rs279837, 0s IVe |alcodlicos | (231H,60M, |xPCR |de C-A-T-T-C) foi
Alemanha | rs279844, Alemées, | ICD10 | com 419+95 variancia | significativamente associado
rs279858, H/M historia de | anos); 295 e teste com maior risco de sintomas
rs279869, DT controlos Chi- de abstinéncia alcodlica (OR
rs529826, % DT: saudaveis square =1.72) em comparagao com
rs534459 e 18,2% 0s controlos e maior risco de
rs567926 delirium tremens (OR = 1.55)

quando s6 os alcodlicos
foram considerados.
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Legenda: SLC6A4 -Transportador de serotonina; SLC6A3 -Transportador de dopamina ; DRD2 - Receptor de dopamina tipo 2; DRD3 -
Receptor de dopamina tipo 3; CCK —colecistoquinina; CCKAR — receptor de colecistoquinina; NPY — neuropéptido Y; CNR1 — receptor
canabinoide tipo I; GRIN1 — Receptor de glutamato ionotropico N-metil-D-aspartato 1; GRM7 — receptor de glutamato metabotropico
tipo 7

Os polimorfismos sdo descritos conforme surgem referenciados nos respectivos estudos.
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DISCUSSAO

A presente revisao sistematica da literatura propds-se determinar padrdes de
associacdo entre polimorfismos genéticos e a ocorréncia de DT. De entre os estudos
revistos destacaram-se as associa¢des positivas de um gene associado com a transmissao
colinérgica, um gene associado com a transmissdo GABA, um gene associado com a
transmissdo dopaminérgica e uma interaccdo de dois genes envolvidos na transmissdo
serotoninérgica e dopaminérgica. Nenhuma das associac6es positivas foi replicada noutro

estudo.
Subunidade alfa-2 do receptor do acido gama-aminobutirico (GABRA2)

Encontra-se desde ha muito estabelecida a relagdo entre a dependéncia alcodlica
e 0 gene GABRAZ2, localizado no cromossoma 4p, que codifica para a subunidade a2 do
receptor GABA-A. Com efeito, 0 papel desta subunidade tem particular destaque neste
neurossistema inibitério, uma vez que medeia diversos efeitos do alcool incluindo
sedacdo, ansiolise, descoordenagdo motora e sintomas de abstinéncia 2*; 2°; %6, No que
toca a abstinéncia alcoolica, estudos imagioldgicos em cérebros humanos demonstraram
uma sub-regulacéo persistente de receptores GABA-A centrais em estados iniciais desta
sindroma 2. Ligandos de benzodiazepinas com alta afinidade pela subunidade 02 do
receptor GABA-A sdo usados no tratamento de sintomas de abstinéncia alcodlica 2*; %8,
Foi também recentemente sugerido que os receptores GABA-A que participam na
dependéncia de alcool tanto em modelos animais como em humanos sdo o0s subtipos
supra-regulados pela acgdo do etanol que contém subunidades o4 e, especialmente, a2.

Estes subtipos parecem influenciar aspectos de reforgo positivo do alcool no alcodlico
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cronico, e parecem simultaneamente aliviar sintomas de abstinéncia quando o alcool esta

ausente. 2

O estudo de Soyka et al. (2008) vem ndo sO apoiar estas associacbes com
dependéncia alcodlica anteriormente detectadas - estudos de associacdo utilizando
amostras com Europeus Americanos de origem no-Hispanica * e confirmadas em
individuos Russos ! -, como apresentar uma associa¢do com sintomas de abstinéncia,
particularmente, com a ocorréncia de DT. Portadores do haplétipo T-C-A-C-A-T-T-C
(rs9291283) mostraram um risco significativamente maior de abstinéncia alcodlica
(OR=1,72) quando comparados com os controlos, e de DT (OR=1,55) quando apenas 0s
alcoolicos foram considerados. Concluiu-se que este haplétipo especifico parece ter
relevancia tanto no curso da dependéncia alcodlica como em termos de gravidade da
abstinéncia alcoolica. Uma vez mais, este achado ndo encontrou reprodutibilidade noutros
estudos. Nesta revisdo, também o estudo de Malhotra et al. se prop6s investigar a
associacdo deste gene com a ocorréncia de DT, ndo tendo sido reportada nenhuma relagédo

significativa.
Dopamina beta-hidroxilase (DBH)

Dado que a enzima dopamina-beta-hidroxilase converte dopamina em
norepinefrina e ambos os neurotransmissores parecem estar envolvidos na fisiopatologia
do alcoolismo e nos sintomas de abstinéncia alcodlica, polimorfismos do gene DBH tém
vindo a ser investigados no sentido de explorar possiveis associacdes com estas
perturbacdes de abuso de &lcool. O estudo de Kohnke et al (2006) demonstrou uma
associacdo significativa do polimorfismo DBH*444G/A deste gene com alcoolismo, mas
ndo detectou significancia estatistica quanto a relagdo com sintomas graves de

abstinéncia, incluindo CAA e DT.
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Um estudo de Freire et al.®? determinou que o polimorfismo funcional -1021C/T
do gene da dopamina beta-hidroxilase ndo parecia estabelecer relacdo com o alcoolismo,
no entanto a sua associacdo com a gravidade da SAA permanecia pouco clara. Nesta
revisao, o grupo Ivashenko et al. detectou com o seu trabalho uma associacdo entre o
gendtipo —1021 C/T*CC e um risco aumentado de SAA com DT e CAA (OR=2.8, 95%
Cl: 0.97-8.1; p=0.056). Importa notar, no entanto, que a relacdo encontrada diz respeito
a presenca de complicacOes graves da SAA indissociadas, isto é, a ocorréncia de DT e
CAA foi analisada em bloco, pelo que nédo é possivel concluir que exista uma associacao

deste polimorfismo com a ocorréncia de DT em particular.
Receptor muscarinico colinérgico tipo 2 (CHRM2)

De entre os estudos apresentados nesta revisdo, o estudo de Malhotra et al.
destaca-se por investigar pela primeira vez a possivel implicacdo de genes envolvidos na
transmissdo colinérgica no desenvolvimento de delirium tremens. A luz do importante
papel que este neurossistema detém na fisiopatologia do desenvolvimento de delirium
n&o associado a abstinéncia de alcool 33, compreende-se com facilidade a pertinéncia de
investigar se 0s mesmos genes poderdo estar, também eles, envolvidos neste tipo

particular de delirium.

O gene do receptor colinérgico muscarinico 2 (CHRM2) localiza-se no braco
longo do cromossoma 7 e desempenha um papel importante na modulacdo da
excitabilidade neuronal, plasticidade sinaptica e feedback de libertacdo de acetilcolina .
Segundo Jung et al., 2011, a normal funcdo deste receptor parece ser influenciada pela
dependéncia de alcool, o que vem apoiar a inclusdo deste gene no leque de genes

candidatos a associacdo com o desenvolvimento de DT.
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Efectivamente, o grupo Malhotra et al. demonstrou que o polimorfismo no gene
CHRM2 G/T era significativamente mais comum no grupo DT do que no grupo de
doentes com PUA sem DT (valor Chi-square=13.9; p=0,001), e no grupo de controlos
com populacdo normal. Quando os genotipos G/T e T/T foram comparados com o
gendtipo G/G, a combinacdo de genotipos revelou uma significativa associacdo (valor
Chi-square=13.8; p=0,0001) com o grupo com DT. O grupo concluiu, deste modo, que 0
estado de portador do alelo T conferia vulnerabilidade para DT. A diferenca de
frequéncias de outros gendtipos, nomeadamente COMT, GABRA1l, GABRA2 e
5HTTLPR entre os dois grupos mostrou-se nao significativa. Os resultados do grupo
Malhotra et al. vém abrir possibilidades para uma vertente de investigacdo do DT que se
debruce sobre as similaridades etioldgicas que esta patologia pode ter com o delirium de
causa ndo-alcodlica para além do fenoétipo de manifestacdes sintomaticas sobreponiveis.
Havendo reprodutibilidade em amostras maiores no futuro, este achado poderia vir a deter
um papel importante no desenvolvimento de novos farmacos e potenciais marcadores de

risco e prognostico de DT.

Interaccao gene-gene entre o transportador de serotonina SLC6A4 e o receptor

de dopamina DRD2

Um aspecto de marcada importancia nesta revisdo foi a inclusao de estudos que
se propuseram estudar o papel das interaccOes gene-gene, um aspecto em falta na
literatura publicada até entdo que contribui significativamente para a vulnerabilidade para
fendtipos aditivos complexos *¢. O grupo Karpyak et al. testou as interacgdes gene-gene
de todos os genes em estudo no seu trabalho em relagdo a associagdo com a presenca de
historia de DT e/ou convulses, tendo detectado uma interacgdo gene-gene significante
entre o polimorfismo do promotor do SLC6A4 e 0 SNP rs6276 do gene DRD2 (p=0,009),

demonstrando que antecedentes de convulsdes e/ou DT eram menos comuns em
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individuos com o genotipo SLC6A4 LL que eram portadores dos genétipos AG ou GG
no locus rs6276 do gene DRD2. Este achado foi investigado de seguida em modelos
ajustados para co-variaveis relevantes, em particular medidas de consumo averiguadas
anteriormente na amostra de individuos, o que resultou em evidéncias ainda mais fortes
da interacgio SLC6A4-DRD2 em relagio com a histdria de DT/convulsdes (p=6,5x107).
Analisando a associacdo da interaccdo com a histéria de DT e de convulsdes
isoladamente, o grupo encontrou nenhuma associacao da interac¢do SLC6A4-DRD2 com
historia de convulsdes (p=0,82) e uma associacdo com DT ainda mais forte (p=0,003) do
que a detectada anteriormente agrupando o grupo DT/convulsdes. Apds ajustamento do
modelo para as mesmas covariaveis referidas, a interac¢do do gendétipo SLC6A4-DRD2
com historia de DT mostrou uma significancia indelével (p=2,8x107%). Este ¢, pois, 0
primeiro relato dos efeitos das interaccdes gene-gene em fendtipos relacionados com

abstinéncia alcodlica em geral, e na histéria de DT em particular.

O papel das interaccdes fisicas e funcionais entre a transmissao serotoninérgica e
dopaminérgica tem sido implicado em diversas fisiopatologias de distdrbios psiquiatricos,
no controlo de impulsos e em modelos de aprendizagem de refor¢co®’, no entanto o
mecanismo fisiolégico exacto que veicula esta interac¢do serotonina-dopamina e o
potencial de interac¢Bes entre variantes de genes como 0s que aqui descrevemos
permanece uma incognita, e exigira que sejam desenvolvidos mais estudos com foco nesta
questdo. Por outro lado, também este achado relativo a interaccdo SLC6A4-DRD?2 tera
de ser reproduzido numa amostra maior, mas instiga desde jd a procura de outras

interac¢Oes gene-gene promissoras.

Integracdo com a revisdo anterior

Importa notar que uma revisdo sistematica levada a cabo pelo grupo Munster et

al. em 2007 havia ja estabelecido a potencial associacdo de 8 variacbes geneticas
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especificas com o desenvolvimento de DT. Por este motivo, ¢é feita na Tabela 3 uma
integracdo dos resultados de ambas as revisdes, compilando todos os artigos publicados

até a data em matéria de genes estudados e associacao, demonstrada ou ndo, com o DT.

A seleccdo das diversas variacGes genéticas candidatas ao longo dos anos foi
baseada no conhecimento contemporaneo do papel funcional de cada variacdo na normal
funcdo do gene ou envolvimento do produto do gene na via fisiopatoldgica conhecida.
Assim, varios modelos de neurotransmissdo foram implicados como intervenientes nos
mecanismos de dependéncia alcodlica e abstinéncia alcodlica em todo o seu espectro de

manifestacdes, sendo o DT estudado frequentemente em subanalise.

E interessante notar que, apesar de 0s neurosistemas GABAérgicos e
glutamatérgicos estarem no cerne do que se postula que sejam 0s mecanismos
fisiopatolégicos de abstinéncia alcoodlica, os estudos de associagdo com DT publicados
na literatura focam-se em muito maior escala em polimorfismos associados a transmissdo
dopaminérgica (Tabela 2), dado que o objectivo primario da maior parte dos estudos
consiste na investigacdo da associacdo entre polimorfismos genéticos e dependéncia

alcodlica.

Genes que codificam para proteinas involvidas com a neurotransmissdo
dopaminérgica e sua modulacdo foram vistos como alvos plausiveis. A dopamina
constitui o neurotransmissor basilar no sistema de recompensa humano, razdo pela qual
genes que codificam para enzimas sintetizadoras ou de degradacdo, receptores e
transportadores deste neurotransmissor compdem em grande medida o leque de genes

candidatos na investigacdo da dependéncia de alcool 2,

Tendo em conta o desequilibrio dos neurossistemas de glutamato e GABA

associados a abstinéncia alcoolica, verificaram-se algumas tentativas de explorar relacdes
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entre genes que codificam para proteinas intervenientes nestas vias, mas nem sempre
bem-sucedidas. No geral os resultados permanecem ambiguos, uma vez mais,
provavelmente devido a vieses de amostragem, diferentes critérios de diagnostico de
alcoolismo, baixo poder estatistico, a variabilidade da selec¢do dos casos com DT, ou
uma combinacao destes factores. Cada vez mais evidencias tém indicado que estudos de
associacdo baseados em amostras pequenas tém poder estatistico insuficiente, gerando
achados pronunciadamente contraditdrios®. A integracdo de estudos da Tabela 3 permite
verifica-lo, ja que ndo raras vezes a associacao positiva de determinado gene € contrariada
por outro estudo, o que ndo significa, importa notar, que se exclua um papel do produto

do gene na fisiopatologia do DT &.

LimitacOes

Uma das limitagbes a considerar nesta revisdo sistematica consiste no facto da
amostra de artigos compreender apenas 7 artigos. O pequeno numero de artigos
seleccionados é justificado pelo facto de ter sido aplicada uma janela temporal de
pesquisa, tendo sido obtidos os estudos relevantes publicados nos ultimos 12 anos. Por
outro lado, podera também somar-se-lhe o facto de apenas ter sido utilizada apenas uma

base de dados para a pesquisa.

Quanto a outras particularidades importantes, nenhuma das associacdes positivas
foi replicada por outro estudo dentro desta amostra. Com efeito, ainda que o numero de
associagOes positivas entre polimorfismos genéticos e o desenvolvimento de formas
graves de abstinéncia alcodlica como sdo as convulsdes e o delirium tremens continue a

39

aumentar de forma consistente *°, poucos sdo 0s achados que chegam a ter

reprodutibilidade. Este facto parece prender-se quer com o caracter heterogéneo das
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origens raciais e éetnicas dos individuos incluidos nos estudos quer com a abordagem na
seleccdo de controlos. Uma grande limitacdo na tentativa de estabelecer um nexo de
causalidade entre os resultados dispares na investigacdo do DT em particular é o facto de,
ndo raras vezes, serem utilizados individuos saudaveis como grupo de controlo, o que
condiciona em grande medida a andlise apropriada da associacdo de determinado
marcador genético com desta patologia, ja que a associacdo que possa ser demonstrada

nestes moldes pode ter relacdo, essa sim, com a dependéncia de alcool.

Sendo o objectivo principal deste trabalho o estudo da possivel ligacdo entre
marcadores genéticos e a ocorréncia de delirium tremens, a escolha de grupos controlos
constituidos por individuos com dependéncia de alcool seria mais direcionada, cabe fazer
notar. Importa também notar, no entanto, que dessa escolha adviria um segundo
problema, que se prende com o facto de que ndo termos como saber se os individuos
alcoolicos usados para controlo ndo viriam a desenvolver DT no futuro. Com efeito, sdo
aspectos como estes que reiteram os condicionamentos a que um design caso-controlo
obriga. A totalidade dos artigos aqui revistos tinha este design, ao invés de um design
longitudinal prospectivo, cujos resultados beneficiariam de maior validade, e por isso 0
mais indicado para dar resposta a questdes singulares e direccionadas “° como a que é

aqui colocada.

Importa notar que a grande maioria dos estudos aqui abordados possuiam
amostras relativamente pequenas e pouco poder para detectar verdadeiras diferencas entre
0s grupos estudados. Por outro lado, a totalidade dos trabalhos aqui revistos baseou-se
em diagnosticos de delirium tremens retrospectivos, definidos principalmente pelos
sintomas presentes nos diarios clinicos ou através de questionarios, e nem todos 0s
estudos foram especificos quanto os critérios de diagndstico oficiais por eles usados

aquando da recolha dos casos. As caracteristicas metodoldgicas de cada estudo foram por
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vezes consideravelmente diferentes, dependendo do objectivo primario de cada estudo e
da importancia dada a investigacdo da associacdo dos polimorfismos com a ocorréncia de

DT em particular.

Alguns estudos nao forneceram informacéo suficiente acerca da amostra utilizada
que nos permitissem incluir ou excluir individuos com comorbilidades psiquiatricas, e
por esta razdo a inclusdo de individuos alcodlicos ou controlos com estas comorbilidades

pode também ter influenciado os achados de determinados estudos.
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Tabela 3 - Associacéo de genes candidatos com o delirium tremens. A tabela inclui todos estudos publicados que estudaram a relacdo de um gene
candidato com o delirium tremens. As linhas sombreadas referem-se a totalidade de associa¢des positivas com DT; o sombreado mais escuro
relativo & contribuicdo positiva dos estudos analisados nesta revisao sistematica.

Artigo(s) Gene Nome HGNC Ne° Ne° Associacdo | Neurotransmissor
candidato estudos polimorfismos | com DT
Malhotra et al. (2018) CHRM2 | Receptor muscarinico 1 1 1 Acetilcolina
cholinérgico 2
Schmidt et al. (2002), Preuss et al. CNR1 Receptor canabindide 1 3 1 1 Canabindide
(2003), Karpyak et al. (2010)
Preuss et al. (2011) ADH4 Alcool desidrogenase 4 1 2 0 Enzima de
destoxificacdo
Okubo et al. (2003) GSTM1 | Glutatido S-transferase M1 1 1 0 Enzima de
destoxificacdo
Grzywacz et al. (2012) ANKK1 | Ankyrin Repeat and Kinase 1 1 0 Dopamina
Domain Containing 1
Sander et al. (1995) DRD1 Receptor de dopamina 1 1 1 0 Dopamina
Sander et al(1995), DRD?2 Receptor de dopamina D2 5 3 1 Dopamina
Johann et al. (1995), Cruz et al.
(1995), Grzywacz et al. (2012),
Karpyak et al. (2010)
Sander et al. (1995), Wodarz et al. DRD3 Receptor de dopamina D3 3 2 2 Dopamina
(2003),
Karpyak et al. (2010)
Sander et al.(1997), Limosin et al. SLC6A3 | Solute carrier family 6, 6 2 2 Dopamina
(2004), Kohnke et al (2005?), member 3
Wernicke et al. (2002), Ivanchenko et
al. (2015),
Karpyak et al. (2010)
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Ishiguro et al. (1999%), Kohnke etal. | COMT Catecol-O-metiltransferase Dopamina/
(2003) noradrenalina
Kohnke et al(2002), Kohnke et al DBH Beta-hydroxilase da Dopamina/
(2006), lvanchenko et al (2015) dopamina noradrenalina
Sander et al. (1998) TH Tirosina hidroxilase Dopamina/nore
pinefrina
Preuss et al.(2006) GRIK3 Receptor de glutamato Glutamato
ionotropico kainate 3
Rujescu et al. (2005), Karpyak et al. GRIN1 Receptor de glutamato Glutamato
(2010) ionotropico N-metil D-
aspartato 1
Tadic et al. (2005) GRIN2B | Receptor de glutamato Glutamato
ionotrpopico N-metil D-
aspartato 2B
Preuss et al. (2002), Karpyak et al. GRM7 Receptor de glutamato Glutamato
(2010) metabotropico 7
Preuss et al. (2002) GRMS8 Receptor de glutamato Glutamato
metabotropico 7
Kohnke et al. (2002), Karpyak et al. NPY Neuropéptido Y Neuropéptido
(2010)
Okubo et. Al (2004), Karpyak et al. CCK Colecistoquinina Neuropéptido
(2010)
Matsushita et al. (2004), Nedic et BDNF Brain-derived neurotrophic Neuropeptideo
al(2013) factor
Ishiguro e al. (1999b), Matsushitaet | SLC6A4 | Solute carrier family 6 Serotonina
al. (2001), Karpyak et al. (2010), member 4
Malhotra et al. (2018) Transportador de serotonina
Malhotra et al. (2018) GABRA | Subunidade alfa-1 do receptor GABA
1 de 4cido gama-aminobutirico
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Soyka et al. (2008), Malhotra et al.
(2018)

GABRA

Subunidade alfa-2 do receptor
de acido gama-aminobutlrico

GABA
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CONCLUSAO

Esta revisdo identificou uma variedade de polimorfismos genéticos com
associacdo com o DT, cujos resultados necessitam de ser reproduzidos em amostras de
maiores dimensdes por forma a serem validados. Destacam-se neurossistemas como o da
transmissdo colinérgica e interaccdes gene-gene entre a transmissdo serotoninérgica e

dopaminérgica como alvos promissores de investigacao futura.

A multiplicidade de genes candidatos que mostram associacgao esta patologia nos
estudos publicados ao longo dos anos apoia a visdo de que, apesar dos varios
confundidores possiveis, existem ainda diversos mecanismos com relacdo com formas

graves de abstinéncia alcoodlica que s6 agora se revelam.

A perspectiva de desenvolvimento de testes de rastreio simples de forma a
genotipar genes de interesse e diferenciar individuos em abstinéncia alcodlica com mais

predisposicdo para o desenvolvimento de DT ainda permanece distante.

No entanto, a andlise futura dos mecanismos que permitem que determinadas
interaccdes entre genes e produtos de genes modulem a tendéncia a desenvolver DT
poderdo permitir adaptacdes terapéuticas e medidas preventivas no contexto de urgéncia

com impacto indiscutivel na abordagem desta patologia.
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